Development of Novel Doubly Labelled Peptide Probes with Identical Fluorophores for Protease Activity Measurement by 佐藤  大輔
プロテアーゼ活性測定のための同一蛍光基を用いた
新規二重標識ペプチドプローブの開発
著者 佐藤  大輔
発行年 2017-09-22
その他のタイトル Development of Novel Doubly Labelled Peptide
Probes with Identical Fluorophores for
Protease Activity Measurement
学位授与番号 17104甲生工第300号
URL http://hdl.handle.net/10228/00006454
氏名・（本籍）    佐藤 大輔（福岡県） 
学位の種類     博 士（ 工学 ） 
学位記番号     生工博甲第３００号 
学位授与の日付   平成 ２９年 ９月 ２２日 
学位授与の条件   学位規則第４条第１項該当 
学位論文題目    プロテアーゼ活性測定のための同一蛍光基を用いた新規二重標識 
ペプチドプローブの開発 
 (Development of novel doubly labelled peptide probes with  
identical fluorophores for protease activity measurement) 
論文審査委員会      委員長   教 授  春山 哲也 
准教授  ﾊﾟﾝﾃﾞｨ ｼｬﾑ ｽﾃﾞｨﾙ  
                准教授  加藤 珠樹   
                教 授  竹中 繁織   
 
学 位 論 文 内 容 の 要 旨 
 
プロテアーゼは、ポリペプチド中の特定のペプチド結合を加水分解する酵素であり、細
胞シグナリングや止血、消化、免疫応答などの調節を行っている。プロテアーゼの存在量
やその活性の変化は様々な疾病に関係しているため、これらを高感度かつ簡便に検出する
技術は、疾病の診断や病態の解明のみならず、治療においても重要である。プロテアーゼ
の存在量を測定する技術としては ELISA 法などの免疫学的手法が使用されているが、高価
で時間がかかり、また、プロテアーゼの活性をコントロールする阻害剤の能力を調べるこ
とができない。したがって、プロテアーゼの活性を簡便に検出できる、蛍光性基質を用い
た方法が鋭意研究されてきている。蛍光性基質は、プロテアーゼによる加水分解前後で蛍
光特性が変化することを利用し、その変化を測定することでプロテアーゼ活性を検出する。
これまでに開発されてきた蛍光性基質としてはメチルクマリンアミド (MCA) 基質および
分子内消光性基質が良く知られており、広く使用されている。しかしながら前者において
は基質配列の特異性を完全に反映できず、また後者においては色素の制限を受ける上、煩
雑な合成を避けることが難しい。このような問題を解消するため、本研究では、プロテア
ーゼ活性測定のための同一蛍光基を用いた新規二重標識ペプチドプローブの開発を行った。 
 
 本論文は、第１章から第４章で構成されている。 
 
 第１章では、本論文内容に関わるプロテアーゼの存在量やその活性を検出する方法や使
用する基質についてそれぞれ論述し、本研究の目的について述べた。 
第２章においては、蛍光の自己消光を利用したプロテアーゼ活性検出について、トリプ
シンとトロンビンを標的とした二種の基質およびキモトリプシンを標的とした一種の基質
を用いて詳細に検討した。これらの基質はリシンアミドを分枝ユニットとして、その主鎖
と側鎖に蛍光性ペプチドを有している。基質内の二つの蛍光基は近接しているため、自己
消光によって蛍光発光が抑制されている。これにプロテアーゼを作用させると、ペプチド
部分が加水分解される。その結果、自己消光が解消されて蛍光発光するため、この発光の
程度を測定することでプロテアーゼ活性を検出できる。これらの基質は、標準的な Fmoc
固相ペプチド合成法で簡便に合成でき、60%以上の効率で自己消光が起きていることを確認
できた。また、トリプシンに対する酵素反応速度論解析および検出限界の調査を行った結
果、これらの基質が、汎用されている MCA 基質である iBoc-VPR-MCA に匹敵する性能を
持つことが分かった。また、キモトリプシンに対しても同様の実験を行い、これに成功し
た。次に、トリプシン阻害剤である Bowman-Birk inhibitor (BBI) の評価を行った結果、
これらの基質を用いることで IC50やKiの値による阻害剤評価が可能であることを証明でき
た。さらに、トロンビンに対する酵素反応速度論解析を行い、これらの基質において、基
質配列の特異性を反映できることを明らかにした。しかし、トロンビンに対する性能は
MCA 基質より低く、それは基質がトロンビンの活性部位に接近する際の立体障害に起因し
ている可能性を、分子シミュレーションにより示した。 
 
第３章においては、ピレン環間のエキシマー発光を利用したプロテアーゼ活性検出につ
いて、トロンビンおよびトリプシンを標的とした五種の基質を用いて詳細に検討した。こ
れらの基質は、ヘキサメチレンジアミンを分枝ユニットとして、その両端にそれぞれピレ
ン環含有ペプチドまたはピレン環を持つ。基質内の二つのピレン環は近接しているため、
エキシマー蛍光を発する。これにプロテアーゼを作用させると、ペプチド部分が加水分解
されて二つのピレン環間距離が離れる。その結果、エキシマー蛍光が減少し逆にモノマー
蛍光が増加するため、この蛍光特性の変化を測定することでプロテアーゼ活性を検出でき
る。トロンビン活性検出実験より、これらの基質は MCA 基質よりも検出性能が低いことが
わかった。しかし、トリプシンに対する酵素反応速度論解析および検出限界の調査により、
五種の基質の中で最も性能の高い基質は、汎用 MCA 基質である iBoc-VPR-MCA の性能を
上回ることがわかった。さらに、この基質を用いてトリプシン阻害剤である BBI の評価を
行い、IC50や Kiの値による阻害剤評価が可能であることを証明した。以上の実験結果から、
エキシマー発光を利用したプロテアーゼ活性検出方式が、MCA 基質を用いた方式よりも感
度において優れていることを示した。 
 
第４章では、研究成果を簡潔にまとめ、本研究で開発した新規ペプチドプローブの拡張
性や疾病診断への応用に焦点を当てて、今後の提案や改善策、展望を述べた。 
 
学 位 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
 本論文に関し、論文審査委員から Peptide-MCA の活性検出能力との違いの理由や、ピレ
ンを有する基質においてエキシマー蛍光が弱い理由についてなど多くの質問がなされたが、
いずれも著者から明確あるいは合理的な回答が得られた。 
 また、公聴会においても、ピレンのエキシマー発光が分子間ではなく分子内で形成され
ている根拠、プロテアーゼ活性を検出する意義についてなど種々の質問がなされたが、い
ずれも著者の説明によって質問者および出席者の理解が得られた。 
 
 以上により、論文審査及び最終試験の結果に基づき、審査委員会において慎重に審査し
た結果、本論文が博士（工学）の学位に十分値するものであると判断した。 
